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１．はじめに
　焼酎や泡盛製造用の麹製造にはクエン酸生産性の黒































Characteristic comparison of wild black-Aspergillus isolated from field with commercial 
Aspergillus strains
Osamu AKITA, Iyori OSHIRO, Manaka FUSEGI, Yu SAKAINO and Maki ABE
Department of Food and Health Sciences, Jissen Women’s University
Aspergillus luchuensis and A.luchuensis mut. kawachii (=A.kawachii) are used for koji-
making in Japanese distilled liquor “awamori” and “shochu” production. The origin of these 
domesticated strains is thought to be a contaminant of wild black-Aspergillus from natural 
environment. We isolated black-Aspergillus from a fields. Isolated strains were identified 
as A.tubingensis (=A.saitoi) by the genomic structure analysis. Thai rice koji was prepared 
using two isolates and four commercial strains. The characteristics such as acidity, citric acid 
content, amount of myceliums of koji made by isolates were not remarkable different compared 
with that of A.luchuensis and A.kawachii. The activities of enzymes (α-amylase, acid tolerant 
α-amylase, glucoamylase, neutral protease, acid protease and acid carboxypeptidase) in koji of 
isolates were slightly lower than that of commercial strains. From these results, it is estimated 
that the present commercial A.luchuensis strains originated from black-Aspergillus living in the 
natural environment.
Key words：wild black-Aspergillus（野生黒麹菌），Aspergillus luchuensis（泡盛黒麹菌），
 citric acid（クエン酸），enzyme activity（酵素活性），awamori（泡盛）
 




　大学構内の花（10 種）、葉（3 種）、根（1 種）、コ
























Fum1_cons_primer & Fum15_cons_primer プライマー
セット（オペロンバイオテクノロジー社オリゴヌクレ
オチド PCReadyTM プライマー）を用いて PCR Thermal 
cycler Dice（Takara）により PCR を行った。1サンプル
につき、dH2O 20 μl、× 10 PCR reaction Buffer 2.5 μl 、
10 mM dNTP Mix を調製した。この溶液 24 μl にプラ
イマー 1 μl を加え、PCR 増幅を行った。反応条件は
95℃ 1 min を 1 サイクル、95℃ 20 sec、60℃ 30 sec、
68℃ 30 sec からなるサイクルを 25回行った。
２－２－１－２．アガロースゲル電気泳動
　PCR の 増 幅 産 物 に つ い て 1 ％ Agarose（Lonza 
SeaKemGTG, Agarose）を用い ADVANCE 社製 Mupid-
2plus で 100V、30 分電気泳動後、Gel-Red（Biotium
社 Gel-Rednucleic Acid Stain10000 × in DMSO）で染色
しゲルのバンドを撮影した。
２－２－２．シークエンスによる解析
　ゲノム DNA をテンプレートとして、Bt2a&Bt2b の
プライマーセットでβ- tubulin 部分塩基配列の PCR
増幅を行い精製後、プライマー Bt2a 及び Bt2b によ
りダイレクトシークエンスを行った。また、cmdA-
F&cmdA-R プライマーセットで calmodulin 部分塩基



















クから分譲された泡盛黒麹菌 KBN2012（A. luchuensis 
var. awamori）、 焼 酎 K 型 菌 KBN2001（A. luchuensis 
mut. kawachii）、焼酎用黄麹菌 KBN1015（A. oryzae）、
焼酎用融合株 KBN2097（A. oryzae と A. luchuensin var. 
saitoi ＝ A. tubingensis の細胞融合株）を用いた。分
生子懸濁液は、麹エキス寒天培地に各菌株を植菌し、








ン社）3 kg を 55℃の温水で 40分間浸漬後、30分水切
りし、スチームコンベクションオーブン（スチコン）
で 99℃ 45 分蒸きょうした 8）。放冷した蒸米を 6 分




　酸度は米麹 10 g に蒸留水 50 ml を加え、室温で 5
時間連続振とう抽出し No.5C のろ紙でろ過したろ液









　米麹 5.0 g に 0.5％食塩を含む 100 mM 酢酸緩衝液















　全麹仕込みで 1 段仕込みとした。米麹 400 g に蒸留
水 680 ml を加え、泡盛 1 号酵母を仕込水 1 ml あたり





DB-WAX、0.32 mm × 30 m、液相（PEG））を装填し
た SHIMADZU GC-14B を用い、カラムオーブン温度
100℃、注入口温度 200℃、FID 検出器温度 250℃の条
件で測定した。pH は pH メーター（HORIBA コンパ










　500 ml 容丸底フラスコにもろみを 300 ml を入れ、
常圧蒸留により初留も含めて留液 100 ml を回収した。
留液のアルコール度数は酒精度浮ひょうで測定した。
　香気成分は留液を 2.5 倍に希釈してヘッドスペー
ス GC 法で測定した。キャピラリーカラム（J&W 
DB-WAX 0.32 mm（I.D.）× 30 m）を用い、カラム温




瓶に試料 2 ml と内部標準液 200 µl を加えスクリュー
キャップをして 50℃ 30 分保温後、加温したシリンジ










　Fum 遺伝子クラスタ類似配列の PCR 解析では、
分離株はいずれも 1.1-kb のシグナルが得られ、A. 
luchuensis type と推定された。なお、A. niger type で
は 6.0-kb のシグナルが得られることから分離株は A. 
niger ではないと判定した。β-tubulin 遺伝子の部分塩
基配列と calmodulin 遺伝子の部分塩基配列からは分
離株 4 株すべてが A. tubingensis（A.saitoi）と同定さ
れた。1970 年代に泡盛麹に使用されていた黒麹菌の
分布では A. saitoi が A. awamori と同頻度で分離され
ており 14）、A. saitoi も泡盛製造用の代表的な黒麹菌で
















係数は 0.988と高かった。焼酎麹の酸度の標準は 4～ 6




















　分離株（コケ）が 7.25 mg/g 麹で最も少なく、融合
株が 11.67 mg/g 麹と最も多かった。比嘉ら 16）は泡盛
麹の菌体量は製麹条件によって異なり 3 ～ 9 mg/g 麹
と報告している。また、麹菌の生育がよすぎるとでん
ぷんが消費され純アルコール取得量が低下するため












































る割合は、泡盛黒麹菌 65％、焼酎 K 型菌 84％、焼酎
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ⅱ）タンパク質分解系の酵素活性
　中性プロテアーゼ活性は分離株（コケ）が最小
（894 U/g 麹）で融合株が最大（1282 U/g 麹）であった
が株間での大きな差は認められなかった（図５）。
　酸性プロテアーゼ活性は融合株も含めた黒麹菌では
408 ～ 624 U/g 麹の範囲であったのに対して黄麹菌は




























合株で 5.8 と低く、黒麹菌系は 6.9 から 7.1 と高かっ
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tubingensis（=A. saitoi）であった。分離株 2 株と泡
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